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1 UVOD 
 
Pivo je ena najstarejših in najbolj priljubljenih pijač in je del kulture številnih narodov. 
Njegove proizvodnja in sestavine so se skozi zgodovino spreminjale. V zadnjih letih 
pivovarstvo spet doživlja preporod s številnimi novimi surovinami, tehnologijami in 
končnimi izdelki.   
 
Že stoletja je pivo poznano kot mikrobiološko varno in stabilno živilo. Vsebuje namreč 
razmeroma visok delež etanola, ki lahko znaša od 0,5 % do 10 % (w/w), pri bolj alkoholnih 
pivih pa delež tudi presega 10 %. Po fazi hmeljenja piva pri kuhanju sladice so prisotne tudi 
hmeljne kisline (predvsem izo-α-kisline), ki so toksične za grampozitivne bakterije. Zaradi 
visoke vsebnosti ogljikovega dioksida (0,5 % w/w) in znižane vsebnosti kisika (manj kot 0,1 
ppm) pa je pivo tako rekoč anaerobni medij. Pivo ima tudi nizek pH (3,8–4,7), ki predstavlja 
še dodatno oviro za rast. Pomemben faktor je tudi nizka vsebnost hranilnih snovi, 
pomembnih za rast mikroorganizmov, kot so glukoza, maltoza in maltotrioza. Ti sladkorji 
namreč služijo kot substrat za kvasovke pri fermentaciji in se v večini porabijo med njo 
(Sakamoto in Konings, 2003). Rast mikroorganizmov omejujejo tudi ukrepi v teku 
proizvodnje, kot so kuhanje sladice, pasterizacija, filtracija in skladiščenje pri nizki 
temperaturi (Turvey in sod., 2017). Našteti okoljski dejavniki predstavljajo zaščito pred 
patogenimi bakterijami, kot so denimo salmonele in stafilokoki. Nekateri mikroorganizmi 
pa so zmožni rasti v takih pogojih in so pomemben dejavnik kvarjenja piva. Negativno 
vplivajo na senzorične lastnosti piva, spremembe poslabšajo kakovost izdelka in negativno 
vplivajo na ekonomski vidik proizvodnje (Sakamoto in Konings, 2003). Z naraščajočo 
priljubljenostjo nepasteriziranih, brezalkoholnih piv in piv z nizko vsebnostjo alkohola pa se 
izboljšujejo tudi pogoji za rast mikroorganizmov v pivu, kar predstavlja še dodatno skrb za 
pivovarsko industrijo (Wieme, 2010). Zato so zelo pomembne zanesljive in hitre metode 
ugotavljanja prisotnosti in identifikacije mikroorganizmov, ki omogočajo ustrezno hitro 
preverjanje mikrobiološke kakovosti piva.  
 
Eden od možnih načinov za hitro identifikacijo mikroorganizmov v pivu je identifikacija z 
metodo MALDI-TOF MS (angl. matrix assisted laser desorption/ionization time-of-flight 
mass spectrometry). Metoda je hitra, ponovljiva, občutljiva in stroškovno učinkovita, zato je 
vedno pogostejša v primerih, ko je čas glavni dejavnik (Neelja in sod., 2015). Namen tega 
diplomskega dela je pokazati uporabnost metode MALDI-TOF MS za identifikacijo 
kvarljivcev v pivu in primerjavo z ustaljenimi fenotipskimi in molekularnimi metodami 
identifikacije bakterijskih povzročiteljev kvara. 
 
1.1 HIPOTEZA 
 
MALDI-TOF-masna spektrometrija je uporabna metoda za hitro identifikacijo 
mikrobioloških povzročiteljev kvarjenja piva. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 MIKROBIOLOŠKI POVZROČITELJI KVARJENJA PIVA 
Primerjava opisov bakterij iz pivovarn in piv konec 19. stoletja in danes pokaže, da glavni 
povzročitelji mikrobiološkega kvara piva, kot so predstavniki rodov Lactobacillus in 
Pediococcus, ostajajo isti. Izjema so novi procesi v proizvodnji in pakiranju, rezultat katerih 
so proizvodi z nizkim odstotkom kisika, pri čemer se zmanjšuje vloga aerobnih 
ocetnokislinskih bakterij, večjo vlogo pa dobivajo striktno anaerobne bakterije rodov 
Pectinatus in Megasphaera (Priest, 1996). 
 
Med mikrobiološke povzročitelje kvara piva prištevamo grampozitivne in gramnegativne 
bakterije, pomembno vlogo pa imajo tudi t. i. divje kvasovke. Najpogostejše so 
grampozitivne mlečnokislinske bakterije iz rodov Lactobacillus in Pediococcus, ki jim 
pripisujejo približno 70 % mikrobiološkega kvara v pivovarstvu (Back, 1994). Naslednja 
skupina so gramnegativne bakterije, ki pa predstavljajo manjši problem. Pri teh prevladujejo 
aerobne ocetnokislinske bakterije, a izgubljajo pomen zaradi tehnološkega napredka pri 
pakiranju z nizko vsebnostjo kisika. Pomembnejša postajata rodova Pectinatus ter 
Megasphaera. Divje kvasovke so problematične zaradi težjega ugotavljanja prisotnosti 
takšne kontaminacije zaradi podobnosti s kvasovkami fermentacije (Sakamoto in Konings, 
2003). 
 
 
Preglednica 1: Glavni povzročitelji kvara piva glede na reakcijo po Gramu in obliko celice (Sakamoto in 
Konings, 2003; Hutzler in sod., 2012; Paradh, 2015).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
grampozitivne 
bakterije 
paličasta oblika kokoidna oblika 
Lactobacillus spp. 
     -L. brevis                  -L. curvatus 
     -L.brevisimilis           - L. plantarum 
     -L. lindneri               -L. acetotolerans 
     -L. backi                       in drugi      
     -L. malefermentas 
     -L. coryneformis    
     -L. collinoides/paracollinoides                  
     -L. buchneri/ parabuchneri           
     -L. casei/paracasei                     
Pediococcus spp. 
     -P. damnosus 
     -P. inopinatus 
     -P. clausenii 
          Micrococcus sp. 
     -Micrococcus kristinae 
 
 
gramnegativne 
bakterije 
Pectinatus spp.              Acetobacter spp. 
   -P. cerevisiiphilus      Gluconobacter spp. 
   -P. frisigensis               
                                      Hafnia sp. 
Enterobacteriaceae        Citrobacter sp.  
                                     Rahnella sp. 
Selenomonas sp.             Klebseilla sp. 
   -S. laciticifex             Zymomonas sp.   
Propionispira sp.            -Z. mobilis    
   -P. raffinosivorans                                 
Megasphaera sp. 
    -Megasphaera cerevisiae 
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2.1.1   Grampozitivne bakterije 
Mlečnokislinske bakterije (MKB) so grampozitivne bakterije in najpomembnejši 
mikrobiološki povzročitelji kvara piva, a so le določene njihove vrste zmožne rasti v pivu. 
Največje tveganje za kvar v pivovarski industriji so rodovi Lactobacillus in Pediococcus. V 
Nemčiji so bili v obdobju 1980–1990 odgovorni za 55–88 % primerov kvara piva (Back in 
sod., 1988; Back, 1994). Kontaminacija piva z MKB negativno vpliva na pojav motnosti, 
kislosti in neznačilnega vonja piva (Sakamoto in Konings, 2003). 
 
2.1.1.1   Lactobacillus 
 
Rod Lactobacillus (L.) vključuje zelo veliko vrst, a so le nekatere zmožne rasti v pivu 
(Jespersen in Jakobsen, 1996). Posledice kvara z laktobacili so lahko opazne med zorenjem 
ali po pakiranju piva – kot pojav motnosti, še pred tem pa se zaradi sinteze diacetila pojavi 
vonj po maslu (Priest, 1996). Glavni proizvod presnove MKB je laktat, a je diacetil zaradi 
nižje meje senzorične zaznave bolj pomemben za spremembe senzoričnih lastnosti, saj je 
meja senzorične zaznave diacetila v pivu je veliko nižja (0,15 ppm) kot meja zaznave mlečne 
kisline (300 pm) (Hough in sod., 1982). 
 
Najpomembnejša za kvar piva je obligatno heterofermentativna vrsta L. brevis, ki je 
odgovorna za okoli polovico primerov (Back in sod., 1988). Iz glukoze poleg laktata 
proizvaja še ogljikov dioksid, etanol in acetat, odvisno od redoks potenciala sistema 
(fosfoketolazna pot). Optimalno raste pri 30 °C in pH 4–6. Odporna je proti hmeljnim 
spojinam. Zaradi zmožnosti fermentacije dekstrinov in škroba lahko poteče poleg običajne 
fermentacije kvasovk še fermentacija z L. brevis, posledica česar je višji odstotek alkohola 
v pivu (Lawrence, 1988).  
 
Druga pomembna vrsta je L. lindneri, ki jo povezujejo s približno 10–25 % primerov kvara 
piva (Back in sod., 1988). Najbolje raste pri temperaturi 19–23 °C, je odporna proti hmeljnim 
spojinam, v primerjavi s preostalimi mlečnokislinskimi bakterijami pa preživi tudi višje 
temperature (Back in sod., 1996). L. lindneri slabo raste na detekcijskih gojiščih, zato je pri 
analizi večkrat prezrta (Suzuki in sod., 2008). Razvoj novih mikrobioloških tehnik omogoča 
tudi izolacijo vrste L. paracollinoides (sinonim za L. pastorianus), ki je bila v preteklosti 
prezrta zaradi zahtevnih pogojev za kultivacijo, pripisujejo pa ji večjo zmožnost kvara 
(Suzuki in sod., 2006; Suzuki, 2012). Novi izolirani vrsti sta tudi L. backi in L. paucivorans 
(Hutzler in sod., 2013). Preostali laktobacili z manjšim potencialom kvarjenja piva so še: L. 
acetotolerans, L. buchneri, L. casei, L. coryneformis, L. curvatus in L. plantarum, L. 
brecisimilis, L. malefermetans, L. parabuchneri, L. collinoides in L. paracasei subsp. 
paracasei (Sakamoto in Konings, 2003; Suzuki, 2015). Pri kvaru z vrsto L. casei pride zaradi 
sinteze diacetila do značilnega vonja po maslu (Hough in sod., 1982). 
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2.1.1.2   Pediococcus 
 
Pediokoki so homofermentativne bakterije, ki se povezujejo v pare ali tetrade. Lahko so 
prisotni v različnih fazah proizvodnje in v končnem produktu (Sakamoto in Konings, 2003). 
Rezultat kvara s pediokoki je kisel okus piva in vonj po maslu zaradi nastanka diacetila. 
Zaradi produkcije ekstracelularnih polisaharidov pa ima pivo povečano viskoznost oziroma 
sluzasto teksturo (Sakamoto in Konings, 2003). V pivu so identificirali več vrst, med 
katerimi je najpomembnejša P. damnosus, pogosto odporna proti hmeljnim spojinam. Bolje 
raste pri nižjih temperaturah, optimalno pri 22–25 °C. Proizvaja kislino in veliko diacetila, 
zato ima pivo pri takšnem kvaru maslen okus (Sakamoto in Konings, 2003; Back, 2005). 
 
2.1.1.3   Preostale grampozitivne bakterije 
 
V pivu so občasno prisotni tudi rodovi Micrococcus, Staphylococcus in Kocuria, ki prav 
tako spadajo med grampozitivne bakterije, niso pa zmožni rasti zaradi občutljivosti za hmelj 
in nizek pH. Deloma je izjema K. kocuria, ki je zmožna rasti v prisotnosti hmeljnih spojin 
in kislin ter vpliva na neznačilno aromo po sadju (Back, 1981; Suzuki, 2015). Redkeje se v 
pivu navaja tudi prisotnost bakterij rodu Bacillus. Spore teh bakterij, ki so običajno prisotne 
v sladu, preživijo kuhanje sladice, a so običajno nezmožne vzkliti zaradi nizke vrednosti pH 
med fermentacijo in po njej. Poleg tega so tudi te občutljive za hmeljne spojine in 
nesposobne so razviti rezistenco proti njim, zato ne predstavljajo večje nevarnosti (Suzuki, 
2015).   
 
2.1.2   Gramnegativne bakterije  
 
2.1.2.1   Pectinatus 
 
Bakterije rodu Pectinatus so pomembne kvarljivke piva. Povzročajo 20–30 % primerov 
kvara, večinoma pa gre za nepasterizirano pivo (Back, 1994). Rod je fenotipsko podoben 
rodu Zymomonas, prvič pa so ga izolirali šele leta 1971, in to prav v pivovarni (Lee in sod., 
1978). Pomembni vrsti sta P. cerevisiiphilus in P. frisingensis. Predstavniki rodu Pectinatus 
rastejo v temperaturnem razponu 14–40 °C (optimalno pri 32 °C), pH-razponu 3,5–6 
(optimalno pri pH 4,5) in mediju do 4,5 % (w/w) etanola (Chelack in Ingledew, 1987). Med 
rastjo bakterij se ustvarijo večje količine propionske, ocetne in tudi jantarne in mlečne kisline 
ter acetoina. Bakterije Pectinatus spp. so zmožne tudi fermentirati mlečno kislino, tako se 
za njihovo detekcijo uporablja selektivni medij z laktatom kot edinim virom ogljika (Lee, 
1994). Povzročajo motnost piva in vonj po gnilih jajcih zaradi prisotnosti maščobnih kislin, 
vodikovega sulfida in metantiola (Lee in sod., 1978). 
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2.1.2.2   Megasphaera 
 
Bakterije rodu Megasphaera so mezofilni koki, ki rastejo posamično, v parih ali pa kot 
kratke verige. Vrsta, zmožna kvara, je M. cerevisiae (Lee, 1994), ki raste pri 15–37 °C  
(optimum 28 °C) ter pri vrednosti pH nad 4,1 in v prisotnosti do 5,5 % etanola (Lawrence, 
1988). Posledice kvara so podobne kot pri rodu Pectinatus: motnost in nezaželen vonj piva 
zaradi nastanka vodikovega sulfida (Lee, 1994). Prisotna je tudi sinteza maslene kisline in 
manjša sinteza drugih kislin, kot so ocetna, izovalerinska, valerinska in kapronska ter acetoin 
(Seidel in sod., 1979).  
 
2.1.2.3   Ocetnokislinske bakterije  
 
So paličaste gramnegativne bakterije, ki pretvarjajo etanol v ocetno kislino. Glede na to da 
za rast potrebujejo aerobne pogoje, ne bi smele rasti v sladici ali pivu, ko so vzpostavljene 
anaerobne razmere. Kljub temu so jih, verjetno v mikroaerofilnih pogojih, izolirali iz piva. 
Kvar z ocetnokislinskimi bakterijami je najpogostejši v točilnicah, ko pivo v sodčku pride v 
stik s kisikom. Posledice kvara so kislost piva, neznačilna aroma, motnost in sluz, ki se 
nabira na površini. Nastanek neznačilnega vonja naj bi bil rezultat oksidacije polialkoholov, 
kot je denimo glicerol, v dihidroksiaceton. Glavna rodova te skupine sta Acetobacter in 
Gluconobacter, pri čemer Acetobacter uspeva v alkoholno bogatih okoljskih nišah, 
Gluconobacter pa kot vir ogljika preferira sladkorje in tako uspeva v okolju z manj alkohola 
(van Vuuren, 1996; Paradh, 2015).   
 
Zaradi tehnoloških novosti in manjše vsebnosti kisika v pivih ocetnokislinske bakterije niso 
več tako pomembne za kvar piva kot pred leti, pojavljajo se predvsem v točilnicah in 
sodčkih, če je pivo nepravilno skladiščeno (Sakamoto in Konings, 2003; Paradh, 2015). 
 
2.1.2.4   Preostale gramnegativne bakterije 
 
Kvar piva povzročajo tudi anaerobne bakterije rodu Zymomonas (Z.), predvsem v pivih, ki 
jim je bil v teku proizvodnje dodan sladkor, in v pivih ale. Z. mobilis je aerotoleranten 
anaerob in raste pri vrednosti pH nad 3,4 ter etanolni koncentraciji pod 10 % (w/v) Proizvaja 
acetaldehid in vodikov sulfid (van Vuuren, 1996). 
 
Zmožnost rasti v pivu in kvara so odkrili tudi za vrsto Propionispira raffinosivorans in rod 
Selenomonas (Juvonen, 2015).  
 
V pivu so prisotni še rodovi Hafnia, Rahnella, Citrobacter in Klebsiella, ki spadajo v družino 
Enterobacteriaceae. Hafnia protea in Rahnella aquatilis so kontaminanti  pivskih kvasovk 
in delujejo tako, da upočasnijo fermentacijski proces. Pri kontaminaciji z R. aquatilis so 
zaznane visoke koncentracije diacetila in dimetil sulfida (van Vuuren, 1996). 
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2.1.3   Divje kvasovke 
 
Poleg bakterij v pivovarstvu predstavljajo problem tudi t. i. divje kvasovke, ki niso bile 
namenoma uporabljene pri fermentaciji. Vsaka vrsta ali sev ima značilno fermentacijo, 
flokulacijo, stranske produkte presnove in s tem vpliv na lastnosti piva. Poseben problem so 
t. i. kvasovke »ubijalke«, ki s sintezo zimocinov lahko uničujejo delovno kulturo. Divje 
kvasovke lahko v grobem razdelimo na nefermentabilne (aerobne) in fermentabilne. Izraz 
nefermentabilne ni povsem ustrezen, saj nekatere vrste te skupine le slabše fermentirajo 
sladkorje. Prve so običajno prisotne v surovinah in aerobnih fazah  (denimo shranjevanje 
piva v sodčkih), zmožne pa so tudi preživeti fermentacijo. Fermentabilne predstavljajo večji 
problem in se pojavljajo v fazi fermentacije, pri čemer tekmujejo za hranila s pivskimi 
kvasovkami in vplivajo na fermentacijski proces ter proizvajajo nezaželene produkte. 
Detekcija teh kvasovk je zaradi velike podobnosti s pivskimi kvasovkami težka (Campbell 
1987; Powell in Kerruish, 2017). Med nefermentabilnimi prevladujeta rodova Pichia in 
Candida (Jespersen in Jakobsen, 1996), pri fermentabilnih pa Kluyveromyces, 
Saccharomyces, Torulaspora in Zygosaccharomyces (Powell in Kerruish, 2017).  
 
Preglednica 2: Najpogostejše kvasovke kvarljivke v pivovarstvu (Powell in Kerruish, 2017). 
fermentabilne divje kvasovke nefermentabilne divje kvasovke 
rod pogoste vrste kvar piva rod  pogoste vrste kvar piva 
Hanseniaspora 
(Kloeckera) 
H. uvarum 
(K. apiculata) 
H. valbyensis 
H. vinae 
Fermentacija, 
motnost, 
neznačilen 
okus 
Brettanomyces 
(Dekkera) 
B. anomalus 
(D.anomola) 
B. bruxellensis     
(D. bruxellensis) 
B. lambicus 
Proizvodnja 
ocetne kisline 
in fenola, 
neznačilen okus  
Kluyveromyces K. marxianus Fermentacija, 
motnost,  
neznačilen 
okus 
Candida C. boidinii 
C. stellata 
C. tropicalis  
C. vini 
Fermentacija, 
motnost, 
neznačilen 
okus, lahko 
tvori film 
Saccharomyces S. bayanus 
S. cerevisiae 
S. pastorianus 
S. unisporus 
Fermentacije, 
motnost, 
neznačilen 
okus, fenolna 
aroma 
Debaromyces D. hansenii Motnost in okus 
po kvasu 
Schizosaccharomyces S. pombe Fermentacija, 
motnost, 
neznačilen 
okus 
Lindnera  
(Williopsis) 
L. saturnus Močan okus po 
estru, tudi 
kvasovka 
ubijalka 
Torulaspora T. delbreuckii Fermentacija, 
motnost, 
neznačilen 
okus 
Pichia 
(Hansenula) 
P. anomola 
P. fermentas 
P. membranifaciens 
Turbidnost, 
okus po kvasu 
in estru 
Zygosaccharomyces Z. bailii 
Z. bisporus 
Z. rouxii 
Fermentacija, 
motnost, 
neznačilen 
okus 
Rhodotorula R. glutinis 
R. mucilaginosa 
Z asimilacijo 
sladkorjev 
zmanjša 
fermentacijsko 
učinkovitost 
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Divje kvasovke z različnimi biokemijskimi lastnostmi negativno vplivajo na potek 
fermentacije in končne senzorične lastnosti. Napake se kažejo v neznačilnem okusu ali 
motnosti izdelka. Slednja je običajno rezultat suspendiranih divjih kvasovk, ki po zaključeni 
fermentaciji v primerjavi s pivskimi kvasovkami ne flokulirajo in ne tvorijo sedimenta, prav 
tako pa se slabo vežejo z različnimi bistrilnimi sredstvi, s čimer je onemogočeno ustrezno 
zorenje mladega piva. Neznačilen okus je rezultat sinteze estrov, amilnih alkoholov in 
diketonov, ki pivu dajo fenolno/medicinsko noto, s povečano avtolizo celic pa je možna tudi 
izrazita aroma po kvasu. Pri kontaminaciji s kvasovkami Brettanomyces/Dekkera je prisotna 
tudi sinteza ocetne kisline in nastanek etil acetata (Campbell, 1987; Powell in Kerruish, 
2017; Turvey in sod., 2017).  
 
2.2   ODPORNOST PROTI HMELJNIM SPOJINAM 
 
Ena od pomembnih sestavin piva, ki prispeva h končnemu izoblikovanju za pivo značilnih 
okusov, je grenčica, ki je rezultat dodatka hmelja (lat. Humulus lupulus L.) pri kuhanju 
sladice. Hmelj nima le učinka na okus piva, temveč tudi na njegovo mikrobiološko 
obstojnost. Hmeljeno pivo je mikrobiološko stabilnejše od nehmeljenega (Sakamoto in 
Konings, 2003). 
 
2.2.1   Protimikrobne lastnosti hmeljnih spojin  
 
Razlog za protibakterijske lastnosti hmelja so kisline alfa (humuloni) in beta (lupuloni). Z 
izomeracijo kislin alfa v izoalfa pri kuhanju sladice postanejo te bolj grenke in topne v pivu 
kot izvirne oblike, a so njihove protibakterijske lastnosti slabše od izvirnih oblik. Kisline 
beta (lupuloni) so zelo slabo topne v pivu in ne izomerizirajo, zato nimajo neposrednega 
vpliva na varjenje (Sakamoto in Konings, 2003). Raziskave so pokazale, da hmeljena sladica 
zavira rast grampozitivnih, ne pa gramnegativnih bakterij, z nižanjem pH pa se 
protimikrobne lastnosti izboljšajo (Shimwell, 1937; Walker in Blakebrough, 1952). 
 
Nedisociirane oblike šibkih organskih kislin so glavni vzrok za inhibicijo bakterijske rasti. 
Izničujejo transmembranski gradient, pri čemer trans-izohumulon (rezultat izomerizacije 
humulona) v nedisociirani fazi vstopi v celico, znotraj nje disociira in se nato izloča iz celice 
v kompleksu, ki ga sestavljata dve molekuli trans-izohumulona in en divalentni kation, na 
primer Mn2+ (Sakamoto in Konings, 2003). Rezultat te aktivnosti je padec pH-gradienta na 
membrani, ne pa tudi električnega potenciala. Protonski gradient je ključen za  prenos hranil 
z aktivnim transportom in sintezo ATP, ki se porablja denimo pri aktivnem transportu hranil. 
Poleg tega ima spremenjen znotrajcelični pH vpliv na presnovo v celici. Posledično zaradi 
zmanjšanega prenosa hranil bakterija brez rezistence na hmeljne spojine izstrada (Suzuki, 
2015). Lastnosti drugih hmeljnih kislin so podobne trans-izohumulonom, s tem pa verjetno 
tudi njihov način protimikrobnega delovanja. Tako odpornost bakterij proti eni od kislin 
pogosto pomeni tudi odpornost tudi proti drugim (Sakamoto in Konings, 2003). Med 
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mlečnokislinskimi bakterijami je proti hmeljnim sestavinam daleč najbolj odporna bakterija 
L. brevis, z razlikami med sevi (Hough in sod., 1957), pri čemer se odpornost razvije pri 
daljšem stiku bakterij s hmeljnimi sestavinami, obratno pa tudi upada z daljšo kultivacijo pri 
odsotnosti teh spojin (Shimwell, 1937).  
 
2.2.2   Mehanizmi rezistence 
 
Rezistenca na hmeljne spojine je večfaktorska. Možna je že začetna inhibicija influksa 
protimikrobnih spojin zaradi specifične sestave celične stene. Pri tem naj bi imela velik vpliv 
prisotnost lipoteihoične kisline pri grampozitivnih bakterijah, kot je L. brevis, saj neposredno 
vpliva na prepustnost celične stene za hmeljne spojine (Behr in sod., 2006).  
 
Drugi način rezistence je aktivno črpanje protikrobnih snovi iz celice. Pogojeno je s 
prisotnostjo za substrat nespecifičnih efluksnih črpalk v citoplazmatski membrani različnih 
bakterij. Kodira jih več genov, najpomebnejši je gen horA. V primeru izpostavitve 
rezistentnih sevov hmeljnim spojinam pride do močnega izražanja genov te črpalke, s katero 
je možno izrčpavanje hmeljnih spojin iz celice (Sakamoto in sod., 2001).  
 
Pri rezistentnih sevih pa je po dodatku hmeljnih spojin v gojišče možno opaziti tudi večjo 
aktivnost H+-ATPaz in večjo sintezo ATP za delovanje teh. Z njimi bakterija izčrpava 
protone iz celice in tako ohranja transmembranski pH-gradient (Sakamoto in sod., 2001).  
 
Za odpornost proti hmelju sta poleg gena horA pomembnejša še gena horC in hitA. Protein 
HorC naj bi bil tako kot HorA efluksni transporter, HitA pa naj bi imel pomembno vlogo pri 
ohranjanju koncentracije Mn2+ v celici (Sakamoto in sod., 2001; Behr in sod., 2006). 
Omenjeni geni za rezistenco se tudi lahko prenašajo med bakterijami s horizontalnim 
načinom prenosa (Suzuki in sod., 2006). 
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Slika 1: Primerjava rezistentne in nerezistentne bakterije (Sakamoto in Konings, 2003). Nerezistentne celice 
(hop-sensitive cells): Protonirane hmeljne kisline (Hop-H /hop = angl. 'hmelj'/) preidejo v celico in disociirajo 
(Hop-+H+) zaradi višjega pH znotraj celice v primerjavi z zunanjostjo. Te se nato vežejo z divalentnimi kationi 
Mn2+ (Hop-Mn-Hop) in difundirajo iz celice. Disociacija protonov (H+) povzroči znižanje pH znotraj celice in 
padec transmembranskega protonskega gradienta.  
Rezistentne celice: hmeljne spojine se izločijo s HorA-črpalko (na sliki: a) in verjetno tudi z transportnim 
proteinom, ki deluje z uporabo protonskega gradienta (na sliki: b). Opazna je tudi večja ekspresija protonske 
ATPazne črpalke, kar poveča izločanje protonov iz celice (na sliki: c) in povečana sinteza ATP za potrebe 
prečrpavanja protonov in protimikrobnih snovi. Lipoteihoična kislina v celični steni lahko tudi oteži prehod 
hmeljnih spojin (Hop-H). 
 
2.3   METODE UGOTAVLJANJA MIKROORGANIZMOV V PIVU  
 
Rutinska mikrobiološka preiskava je ključna za zagotavljanje stalne kakovosti končnega 
proizvoda. Izvaja se v vseh korakih proizvodnje, od izbire surovin do analize končnega 
produkta, saj je le tako možna identifikacija točnega izvora kontaminacije. Mikroorganizmi 
lahko v pivo vstopajo po zraku, vodi, aditivih, starterskih kulturah ali na druge načine. 
Ostanki primarne kontaminacije predstavljajo nevarnost za ponovno kontaminacijo, pri 
čemer je treba zaradi čiščenja ustaviti celotno proizvodnjo. Prisotnost mikroorganizmov se 
lahko kaže v manjših, skoraj neopaznih spremembah v senzoričnih lastnostih in poteku 
fermentacije, do radikalnih sprememb v okusu, nastanku turbidnosti in zmanjšanega 
delovanja kvasovk pri fermentaciji. Če se pojavijo te lastnosti v končnem, že distribuiranem 
proizvodu, pride do odpoklica živila, kar vodi do večjih ekonomskih izgub in slabega vtisa 
pri potrošnikih (Turvey in sod., 2017). 
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2.3.1   Klasične metode 
 
Veliko pivovarn se še vedno zanaša na klasične gojitvene metode štetja in biokemijske 
identifikacije. Največkrat je uporabljena metoda s filtracijo vzorca piva in inkubacija filtra 
na trdnem gojišču, pri čemer število izraslih kolonij odraža stopnjo kontaminacije. Ima nizko 
mejo detekcije in je uporabna za ugotavljanje kontaminacije v sledovih (1–100 cfu/100 mL). 
Če filtracija ni možna (denimo pri nefiltriranem pivu, ki vsebuje kvasovke), se inkubira 
vzorec v tekočem gojišču (Jespersen in Jakobsen, 1996). V primeru obligatno anaerobnih 
bakterij mora kultivacija potekati v odsotnosti kisika.  
 
Kultivacija bakterij na gojišču je ustrezna metoda za ugotavljanje stopnje kontaminacije v 
vzorcu, ne pa za direktno identifikacijo mikroorganizma. Tega je zato v vzorcu od preostalih 
možno ločiti z uporabo selektivnih gojišč in nadaljnjim biokemijskim testiranjem. To 
vključuje barvanje po Gramu, analizo za prisotnost katalaze, produkcijo plinov in alkoholne 
fermentacije (Sakamoto in Konings, 2003). Analiza s klasičnimi metodami je relativno 
poceni, a zahteva zaradi večkratnih precepljanj mikrobioloških kultur veliko časa, dela in 
materiala. Spremlja jo tudi večja verjetnost za napačno identifikacijo. Poleg tega ne moremo 
detektirati ali identificirati nekultivabilnih mikroorganizmov in tistih z netipičnimi 
fenotipskimi karakteristikami (Turvey in sod., 2017).  
 
2.3.2   Molekularne metode 
 
Zaradi potrebe po hitri identifikaciji kontaminantov se v rutinski mikrobiološki analizi živil 
uveljavljajo molekularne metode, ki so alternativa obsežnejšim in dolgotrajnejšim klasičnim 
metodam. Molekularno-genetske metode za identifikacijo bakterij vključujejo tri glavne 
skupine metod, in sicer hibridizacijske metode z vrstno specifičnimi oligonukleotidi 
(Huhtamella in sod., 2007), metode, osnovane na verižni reakciji s polimerazo (PCR) 
(Tsuchiya in sod., 1992), in metode sekvenciranja (Doyle in sod., 1995). Metode PCR lahko 
uporabljajo naključno izbrane začetne oligonukleotide (RAPD ali AP-PCR), začetne 
oligonukleotide za pomnoževanje genov za podenote RNA (riboprinting) ali PCR-RFLP 
(polimorfizem dolžin restrikcijskih fragmentov) regije ITS (notranji prepisani vmesnik) 
(Smole Možina in Raspor, 1997). Za identifikacijo kvasovk se je pozneje uveljavila tudi 
metoda sekvenciranja regije ITS (Schoch in sod., 2012). Te metode so relativno zahtevne in 
drage, za njihovo izvajanje pa je potreben izobražen kader (Wieme in sod., 2014; Turvey in 
sod., 2017).  
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2.4   MALDI-TOF MASNA SPEKTROMETRIJA  
 
Zaradi pomanjkljivosti klasičnih in molekularno-genetskih metod je bil predlagan tudi 
proteomski pristop k identifikaciji mikroorganizmov, ki bi omogočil obsežnejšo preiskavo 
piva, saj je ta z obstoječimi metodami časovno in finančno zahtevna, posebno za manjše 
pivovarne (Turvey in sod., 2017). 
 
Znano je, da genomska informacija v mikrobni celici kodira več kot 2000 proteinov, kar 
omogoča dobro podlago za proučevanje mikrobne celice tudi z vidika proteomike (Wasinger 
in sod., 1995). Eden od možnih načinov za proteomsko analizo je masna spektrometrija. To 
je analitska tehnika, pri kateri je ioniziranim molekulam določeno razmerje masa : naboj 
(m/z). Začetki analiz s standardno masno spektrometrijo so zaradi fragmentacije vzorca 
izključevali analizo bioloških polimernih molekul, kot so proteini in DNK – z uvedbo novih 
različic masne spektrometrije (80. leta prejšnjega stoletja), kot so ESI (angl. electron spray 
ionization) in MALDI (angl. matrix assisted laser desorption ionization), pa je bilo možno 
analizirati tudi večje biološke molekule, kot so proteini. Princip metode temelji na ionizaciji 
peptidov z adicijo ali disociacijo enega ali več protonov prek dodanega matriksa, posledica 
pa je tako imenovana mehka ionizacija. Pri tem ne pride do fragmentacije ali izgube 
celovitosti vzorca (Neelja in sod., 2015). 
 
Zaradi proteinske specifičnosti bakterije je prišlo do zamisli, da bi proteomsko analizo celice 
z MALDI-TOF (ionizacija v matriksu z desorpcijo z laserjem in masnim analizatorjem časa 
preleta ionov) masno spektrometrijo uporabili za ustrezno identifikacijo bakterije. Cain in 
sod. (1994) so v eni od prvih študij na tem področju (Cain in sod., 1994) analizirali specifični 
profil vodotopnih proteinov celice in predstavili MALDI-TOF MS (angl. matrix assisted 
laser desorption/ionization time of flight mass spectrometry) kot uspešno identifikacijsko 
orodje. Proteomska analiza genetsko identičnih bakterij s to metodo daje masni spekter, 
konstanten set vrhov, ki predstavljajo visokomolekularne proteine. Ti  kljub spreminjanju 
eksperimentalnih razmer ostajajo isti in so tako dobro izhodišče za identifikacijo bakterijskih 
vrst. Zaradi ohranjenosti znotraj vrste in medvrstne specifičnosti vrhov so ti proteini 
biomarkerji pri identifikaciji bakterij (Lay, 2001). 
 
2.4.1   Mikrobiološka identifikacija z MALDI-TOF MS 
 
Identifikacija mikroorganizma z metodo MALDI-TOF MS temelji na primerjavi masnega 
spektra vzorca z masnimi spektri že identificiranih mikroorganizmov, ki jih najdemo v 
podatkovni bazi. Pri izdelavi podatkovne baze proizvajalec instrumenta vnese spektre, baza 
pa je lahko tudi dopolnjena s spektri, ki so rezultat analiz znotraj laboratorija. Primerjamo 
predvsem vrhove z visoko intenziteto, ki predstavljajo ribosomske in še nekatere druge 
gospodinjske proteine, s čimer je možno določiti rod ali vrsto preiskovanega 
mikroorganizma (Neelja in sod., 2015). Rezultati identifikacije so primerljivi z rezultati 
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sekvenciranju ali multilokusne sekvenčne tipizacije (MLST) genov teh proteinov (Welker 
in Moore, 2011). 
 
Vzorec (celično kulturo) je treba najprej zmešati ali prekriti z matriksom, ki je  nizkomolarna 
organska spojina, zmožna absorbcije energije. Preprečuje tudi fragmentacijo analita (Neelja 
in sod., 2015) in omogoča prehod nehlapnih, termolabilnih in večjih molekul, kot so proteini, 
v plinsko fazo v ionski obliki (Clark in sod., 2013). Matriks pri sušenju kristalizira skupaj z 
vzorcem, pri čemer je vzorec ujet v matriksu. S tretiranjem tega kompleksa z laserskimi pulzi 
pride do njegove desorpcije in ionizacije. Ionizacija analita poteka s protonacijo z 
matriksom, rezultat pa so večinoma enkrat nabiti ioni (z = 1). Protonirani ioni so pospešeni 
pri konstantnem električnem potencialu v vakuumu, kjer se ločijo glede na razmerje m/z 
(masa/naboj). Ione analiziramo z različnimi tipi analizatorjev, pri čemer se za mikrobiološko 
analizo v glavnem uporabljajo analizatorji časa preleta ionov ali TOF (angl. time of flight) 
analizatorji. Vrednost m/z je izmerjena na podlagi časa, potovanja iona po cevi (angl. flight 
tube) in od mesta pospešitve do detektorja (Neelja in sod., 2015). Z večkratnim ciljanjem 
istega vzorca z laserskim pulzom se ustvari serija enakih setov ioniziranih peptidov, ki 
potujejo do detektorja in v kratkem času izoblikujejo značilen spekter mas peptidov ali PMF 
(angl. peptide mass fingerptint), ki odraža lastnost preiskovanega vzorca (Hortin, 2006).  
 
 
Slika 2: Shematski prikaz principa metode MALDI-TOF MS (Turvey in sod., 2017). Prikazane so posamezne 
stopnje analize: 1. ionizacija z laserjem, 2. pospešitev z apliciranim elektrostatičnim poljem, 3. ločba glede na 
maso v ombočju brez polja in 4. detekcija. Na koncu se izoblikuje specifičen masni spekter. 
 
 
2.4.1.1   Priprava vzorca 
 
Priprava vzorca je odvisna od lastnosti mikroorganizma (sestave celične stene) in vira 
izolacije. Prva stopnja je namnožitev mikroorganizmov na trdih ali v tekočih gojiščih, 
nadaljnji postopki pa so različni (Neelja in sod., 2015). Eden od pristopov je analiza intaktnih 
mikrobnih celic, pri kateri celotno kolonijo (dovolj je 105–106 celic) prenesemo na tarčno 
ploščo in prekrijemo z raztopino matriksa. Izraz »intaktne celice« sicer ni čisto pravilen, saj 
dodatek matriksa vpliva na celično lizo in ekstrakcijo proteinov (Holland in sod., 1996; 
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Welker in Moore, 2011). Pri identifikaciji denimo kvasovk in mikobakterij z debelejšo 
celično steno pa je potrebna inducirana celična liza (na primer s sonikacijo, dodatkom 
lizocima) (Welker in Moore, 2011) ali še dodatna solventna ekstrakcija proteinov (na primer 
z metanolom ali etanolom) (Cain in sod., 1994). Pri vseh vrstah z dodatno ekstrakcijo 
proteinov dobimo bolj kakovostne spektre (Matsuda in sod., 2012) in s tem točnejšo analizo 
na nivoju vrste ali podvrste. Pri grampozitivnih bakterijah z debelejšo celično steno se 
uporablja tudi ekstrakcija s koncentrirano mravljično kislino (običajno 70 %) in 
acetonitrilom. Mravljična kislina služi za celično lizo, acetonitril pa za ekstrakcijo proteinov. 
Nato se vzorec centrifugira in supernatant s proteini nanese na tarčno ploščo ter prekrije z 
matriksom (Matsuda in sod., 2012). Če ekstrakcija z mravljično kislino in acetonitrilom ni 
uspešna, se ekstrakcija izvede s trifluoroocetno kislino (Turvey in sod., 2017). 
 
Kot matriks se uporablja številne organske spojine. Za mikrobiološko identifikacijo so se 
pokazali kot najbolj uporabni alfa-4-hidroksicimetna kislina (CHCA), 2,5-
dihidroksibenzojska kislina (DHB) in 3,5-dimetoksi-4-hidroksicimetna kislina (sinapinska 
kislina) (Neelja in sod., 2015). Za uspešno analizo je pomembno, da matriks izkazuje močno 
absorbanco pri valovnih dolžinah laserja, stabilnost v vakuumu, zmožnost ionizacije analita 
in inertnost do analita (Clark in sod., 2013). Raztopina matriksa vsebuje poleg glavne 
organske komponente še vodo in mešanico organskih topil, v katerih je matriks topen 
(etanol, metanol in acetonitril), vsebuje pa tudi močno kislino, kot je denimo trifluoroocetna 
kislina (TFA). Ta sodeluje pri lizi celične stene (Liu in sod., 2007). Mešanica analita in 
matriksa se nanese v točkah na kovinsko tarčno ploščo, na kateri poteka tretiranje z laserjem. 
Ko topilo odpari, proteini skupaj s preostalo znotrajcelično vsebino kokristalizirajo z 
matriksom (Clark in sod., 2013).   
 
2.4.1.2   Desorpcija/ionizacija  
 
Kompleks kristaliziranega matriksa in analita je ciljan z pulzirajočim dušikovim laserjem pri 
valovni dolžini 337 nm (UV-regija), ki povzroči hitro sublimacijo kompleksa v plinsko fazo. 
Matriks absorbira energijo laserja, kar vodi do desorpcije in ionizacije matriksa in analita 
(El-Aneed in sod., 2009). Ionizacija poteka s prenosom protonov iz matriksa na analit, 
rezultat pa so običajno enkrat nabiti ioni (z = 1) (Neelja in sod., 2015). Tako matriks 
predstavlja ključno sestavino pri poteku analize MALDI-TOF MS, saj deluje hkrati kot 
intermediat pri prenosu energije in kot vir protonov pri protonaciji. Če bi protein v vzorcu 
direktno absorbiral energijo iz laserja, bi prišlo do njegove fragmentacije in nezmožnosti 
identifikacije. Mehanizmi, s katerimi pride do ionizacije vzorca, še vedno niso povsem jasni, 
tako je tudi izbira ustreznega matriksa večinoma eksperimentalna (Clark in sod., 2013).  
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Slika 3: Prikaz desorpcije in ionizacije analita in matriksa (EL-Aneed in sod., 2009). 
 
2.4.1.3   Masni analizator 
 
Masni analizator je instrument, ki z apliciranjem električne sile loči ione glede na njihovo 
m/z-vrednost. Znani so različni tipi analizatorjev, možnih sklopa z instrumentom MALDI. 
Trenutno so najbolj v uporabi kvadrupolni (angl. quadrupole ali Q) analizatorji, kvadrupolni 
analizatorji z ionsko plastjo (angl. quadrupole ion trap ali QIT) in analizatorji časa preleta 
ionov (angl. time of flight ali TOF). Razlikujejo se glede na velikost, ceno, občutljivost, 
sposobnosti določanja različnega masnega razpona in glede sposobnosti izvajanja 
tandemske masne spektrometrije (MS/MS) (El-Aneed in sod., 2009).  
 
Analizator časa preleta ionov (TOF): TOF-analizator je najenostavnejši od omenjenih, saj 
deluje na preprostem principu preleta ioniziranih molekul skozi 1–2 m dolgo cev, na koncu 
katere doseže detektor (El-Aneed in sod., 2009). Ionizirane molekule z nabojem (z) 
pospešijo pod vplivom elektrostatičnega polja (eV), pri čemer se električna energija pretvori 
v kinetično (KE). Nadaljnji prelet ionov poteka v območju brez vpliva električnega polja, 
kjer je edina sila, ki deluje na let, kinetična energija, pridobljena v fazi pospeševanja (Clark 
in sod., 2013). Ker se na vse molekule prenese enaka količina energije (iz električne v 
kinetično), tiste z manjšo maso potujejo hitreje kot tiste z večjo. Ustvari se spekter m/z-
vrednosti molekul glede na čas potovanja (Cotter, 1997).  
 
Pogoj za ustrezno ločitev po masi je, da v vsi ioni v enem setu pridejo na mesto pospešitve 
v cevi istočasno (Cotter, 1987). V teoriji vse molekule začnejo pot z isto kinetično energijo 
in molekule z isto m/z-vrednostjo istočasno dosežejo detektor. V praksi pa zaradi različne 
prostorske razdelitve analita v kompleksu z matriksom pride do neenake distribucije energije 
od laserskega pulza, zato molekule z isto m/z-vrednostjo, a različno začetno kinetično 
energijo ne dosežejo detektorja istočasno. Rezultat tega je širjenje končnega spektra (Clark 
in sod., 2013). Ta težava se odpravlja z uporabo pulzirajoče ionske ekstrakcije, pri kateri je 
prisoten zamik med ionizacijo in vklopom električnega polja ali z uporabo reflektrona. 
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Nahaja se na koncu TOF-analizatorja in deluje tako, da spremeni smer potovanja ionov. S 
tem se podaljša pot potovanja in pride do natančnejše ločbe posameznih ionov. Popravijo pa 
se tudi majhne razlike v energijah med ioni, saj tisti z večjo kinetično energijo prodrejo v 
reflektron dlje kot tisti z manjšo, s čimer se izboljša resolucija končnega spektra (Yates, 
1998). Ker reflektron lahko vpliva na izgubo ionov, se v primeru, ko je želena maksimalna 
občutljivost instrumenta, uporablja linearna verzija TOF-analizatorja, torej brez delovanja 
reflektrona (El-Aneed in sod., 2009). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 4: TOF analizator (El-Aneed in sod., 2009). A: Iona (A1 in A2) sta tvorjena ob istem času, imata isti 
naboj, ampak različno maso (mA1 < mA2). V tem primeru bo A1 dosegel detektor pred A2.  
B: način delovanja reflektrona 
 
2.4.1.4   Detekcija in interpretacija rezultatov 
 
Standardni detektor pri MALDI-TOF MS je detektor MCP (kratica za microchannel plate), 
ki deluje kot elektronski pomnoževalnik ionov, ki dosežejo detektor. Odzove se na hitrost in 
število ionov. Hitri ioni z nižjo m/z-vrednostjo ustvarijo močnejši odziv kot počasnejši ioni; 
tako je metoda navadno bolj občutljiva za manjše ione (Twerenbold in sod, 2001). 
 
Glede na čas preleta ioniziranih proteinov različnih mas, ki so specifični za določeno vrsto 
mikroorganizma, se ustvari značilen masni spekter (angl. peptide mass fingerprint ali PMF), 
ki predstavlja vrsto mikroorganizma (Neelja in sod., 2015). Identifikacija z MALDI-TOF 
MS poteče s primerjavo dobljenega masnega spektra, s spektri že znanih rezultatov različnih 
mikroorganizmov v podatkovnih bazah ali pa s primerjavo mas posameznih biomarkerjev 
na spektru, s protemosko podatkovno bazo. Glede na ujemanje rezultatov lahko določimo 
rod, v velikih primerih pa tudi vrsto in sev mikroorganizma (Fagerquist in sod., 2010). Pri 
identifikaciji se običajno primerjajo proteini v masnem razponu 2-20 kDa, ki predstavljajo 
večji del suhe mase celice in gre večinoma za ribosomske proteine ter še nekatere druge 
gospodinjske proteine. Možna je tudi identifikacija z primerjanjem mas posameznih 
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biomarkerjev na spektru, z molekulskimi masami, napovedanimi glede na genomsko 
sekvenco, ampak je pristop z uporabo celotnih spektrov zaradi enostavnosti in dostopnosti 
spektrov bolj uporaben (Neelja in sod., 2015) 
 
Velika prednost analize z metodo MALDI-TOF MS je precejšnja avtomatizacija postopka 
in tudi avtonomna identifikacija mikroorganizma z vgrajeno programsko opremo, kar 
izključuje potrebo po izobraženi delovni sili. Večji proizvajalci instrumentov, kot so Bruker 
Daltonics, bioMerieux in Shimadzu skupaj z instrumentom ponujajo operacijsko in analizno 
programsko opremo ter podatkovno bazo (na primer »MALDI Biotyper«, »Saramis«, 
»Andromas«), ki se tudi vseskozi nadgrajuje. V podatkovne baze je možno vnesti nove 
spektre mikroorganizmov, ki so bili identificirani znotraj laboratorija (angl. in house) 
(Emonet in sod., 2010; Neelja in sod., 2015).  
 
Znano je, da okoljski dejavniki med rastjo mikroorganizma znatno vplivajo na mikrobno 
fiziologijo in ekspresijski profil proteinov (Welker, 2011), ne vplivajo pa na rezultate 
MALDI-TOF MS (Neelja in sod., 2015), saj se analiza osredotoči le na proteine, ki so 
rezultat konstitutivno izraženih ribosomskih genov. Na ekspresijo ti okoljski parametri 
nimajo vpliva. Valentine in sod. (2005) so to dokazali s kultivacijo treh bakterijskih vrst na 
štirih različnih medijih, pri čemer različna kultivacija ni vplivala na dobljene rezultate z 
MALDI-TOF MS. Podobno raziskavo so opravili Carbonnelle in sod. (2007), katere rezultat 
je bil, da niti pogoji kultivacije niti kultivacijski čas ne vplivata na identifikacijo.   Kultivacija 
ne vpliva na medvrstno razlikovanje, ima pa večji vpliv pri razlikovanju sevov. Razlikovanje 
med sevi je bolj občutljivo za manjše spremembe v spektru, ki so rezultat kultivacije na 
različnih gojiščih, zato je v tem primeru priporočljiva uporaba standardiziranih gojišč 
(Sandrin in sod., 2013). 
 
2.4.1.5   Prednosti in slabosti analize 
 
Mikrobiološka analiza z MALDI-TOF MS po začetnem koraku namnožitve predstavlja hitro 
in stroškovno učinkovito analizo, ki ima potencial tudi za rutinsko uporabo v pivovarstvu. 
Zaradi hitrosti, avtomatizacije in enostavnosti metode ter zmožnosti velikega pretoka 
vzorcev je možno opraviti obsežno analizo pri izvajanju mikrobiološke kontrole kakovosti 
(Wieme in sod., 2014). Velika prednost je tudi primerjava podobnosti analiziranega izolata 
z velikim naborom mikroorganizmov v podatkovnih bazah, masni spekter izolata pa bo 
proizveden ne glede na to, ali je ta mikroorganizem že v podatkovni bazi (Turvey in sod., 
2017). To poda bolj informativne rezultate v primerjavi z metodami hibridizacije, 
PCR/elektroforeznimi ali imunološkimi metodami, ki so tarčno specifične. V primeru 
neujemanja masnega spektra v podatkovni bazi je možno nov organizem identificirati z 
zanesljivimi metodami sekvenciranja in z njim razširiti že obstoječo podatkovno bazo, kar 
omogoča točnejšo nadaljnjo analizo. Tako je z dopolnitvijo podatkovne baze z 
mikroorganizmi, prevladujočimi v pivovarskem okolju, možno MALDI-TOF MS uporabiti 
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kot robustno metodo za rutinsko mikrobiološko identifikacijo v pivovarstvu (Wieme in sod., 
2014). 
 
Kljub vsem prednostim pa ima metoda določene slabosti. Ima manjšo specifičnost kot  
imunološke in hibridizacijske metode s specifičnimi protitelesi in sondami in ni kvantitativna 
metoda (Turvey in sod., 2017). Čas identifikacije je v veliki meri pogojen s časom 
kultivacije, ki je nujna za ustrezno identifikacijo. Brez te bi pri identifikaciji imel večji vpliv 
na rezultat matriks piva kot pa same celice (Wieme in sod., 2014). Problem pa je tudi 
identifikacija vzorca z mešanimi kulturami. Kljub temu da več člankov navaja uspešno 
identifikacijo vzorcev z mešanimi kulturami, identifikacija teh kultur zaradi prekrivanja 
spektrov navadno ni možna oziroma je prisotna samo za številnejšo vrsto v vzorcu. S 
filtracijo in kultivacijo do formiranja vidnih kolonij je ta težava odpravljena.  
 
Eden od večjih problemov je visoka začetna naložba za instrument in operacijski sistem, s 
čimer je metoda nedosegljiva za manjše pivovarne. Zato je možno vzorce na analizo z 
metodo poslati v zunanji laboratorij in dobiti ustrezne rezultate z manjšim stroškom kot pri 
metodah sekvenciranja (Turvey in sod., 2017).  
 
Ena od slabosti analize z MALDI-TOF MS je visoka cena programske opreme že omenjenih 
večjih proizvajalcev. Na voljo pa so alternativni sistemi in podatkovne baze odprtega vira, 
ki so brezplačno dostopne znanstveni skupnosti (Neelja in sod., 2015). 
 
2.4.2   Uporaba MALDI-TOF MS v sodobni pivovarski mikrobiologiji  
 
Pri mikrobiološki analizi piva in preostalih vzorcev iz okolja pivovarske proizvodnje 
običajno preverjamo kontaminacijo v sledovih, zato je nujna primarna obogatitev vzorcev s 
kultivacijo na trdih ali v tekočih gojiščih. To je tudi obveza pri drugih metodah detekcije 
povzročiteljev kvara in standardna praksa v pivovarski industriji (Turvey in sod., 2017). 
Obogatitev je potrebna tudi zaradi potencialnega vpliva matriksa piva in prisotnosti mešanih 
kultur. S kultivacijo namreč izoliramo posamezne kolonije različnih vrst, pri čemer ne motijo 
proteini iz piva in drugih bakterij (Wieme in sod., 2014). Začetna izolacija običajno 
vključuje filtracijo vzorca in inkubacijo filtra na trdem gojišču, možna pa je tudi inokulacija 
vzorca v tekoče gojišče. Kultivacija je lahko aerobna ali anaerobna, odvisno od vrste tarčnih 
organizmov. Uporabljajo se standardizirana gojišča neselektivna in selektivna gojišča (Kern 
in sod., 2013a; Turvey in sod., 2017). Po identifikaciji vrste je že možno predvideti posledice 
kontaminacije in omejiti nadaljnji kvar piva (Wieme in sod., 2014).  
 
Wieme in sod. (2014) so metodo uporabili za identifikacijo pomembnih pivovarskih 
mlečnokislinskih in ocetnokislinskih bakterij. Ustvarili so lastno (»in house«) podatkovno 
bazo spektrov s pogostimi povzročitelji kvara piva in testirali njeno uporabnost za 
identifikacijo novi izolatov. Točnost identifikacije so preverili s sekvenciranjem različnih 
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proteine kodirajočih genov. Podatkovno bazo so ustvarili z vnosom spektrov 273 različnih 
sevov številnih vrst mlečnokislinskih in ocetnokislinskih bakterij, izoliranih iz različnih 
okoljskih niš in s potencialom kvarjenja piva. Referenčne kulture so pred analizo z MALDI-
TOF MS gojili na različnih vrstah gojišč in nato dobljene masne spektre primerjali s 
kulturami, izoliranimi iz 14 vzorcev pokvarjenih piv in iz drugih vzorcev iz različnih faz 
proizvodnje piva. Večina spektrov referenčnih kultur se je pri vnosu avtomatično grupirala 
glede na vrsto bakterije, z izjemo nekaterih primerkov zelo podobnih vrst, ki so bili združene 
v isti skupini. Te skupine bakterij istih vrst so bili osnova za identifikacijo novih vrst iz 
pokvarjenih vzorcev, glede na to, v katero skupino se je novi spekter uvrstil. Vsako uvrščanje 
je bilo kontrolirano z metodo sekvenciranja protein kodirajočih genov.  Od 348 izolatov iz 
pokvarjenih vzorcev je bilo 327 (94,0 %) grupiranih med vrstno specifične skupine. Za 
preostale, neidentificirane seve obstaja možnost, da niso spoznani kot povzročitelji kvara 
piva ali pa da gre za novo vrsto; v obeh primerih je identifikacija neuspešna, saj v podatkovni 
bazi ni ustreznih ujemajočih se spektrov. Študija tako predstavi MALDI-TOF-masno 
spektrometrijo kot ustrezno metodo za identifikacijo različnih izolatov bakterij iz 
pivovarskega okolja, pod pogojem, da je spekter te vrste že v podatkovni bazi. V tem primeru 
je analiza piva z MALDI-TOF MS hitra, zanesljiva, stroškovno učinkovita in zmožna 
velikega pretoka vzorcev ter tako primerna za rutinsko preverjanje mikrobiološke kakovosti 
v pivovarski industriji. Velika prednost pa je tudi možnost vnosa pridobljenih spektrov novih 
identificiranih vrst v podatkovno bazo in tako še točnejša nadaljnja identifikacija (Wieme in 
sod., 2014).  
 
Usbeck in sod. (2013) so učinkovito identificirali tudi pri kvaru udeležene kvasovke. Kern 
in sod. (2013b) so v svoji študiji poskusili uporabiti metodo masne spektrometrije za ločbo 
17 znanih sevov L. brevis glede na potencial kvara piva. Z opazovanjem metabolne 
aktivnosti sevov, določene z dodatkom resazurina, v štirih različnih vrstah piva, so seve 
razdelili v različne skupine glede na sposobnost kvara. Za vsak sev so določili tudi 
minimialno inhibitorno koncentracijo (MIK) hmeljnih izo-alfa-kislin. Po analizi z MALDI-
TOF MS so na dobljenih spektrih skušali najti sevno specifične biomarkerje, ki bi odražali 
sposobnost kvara piva. Ker je v tem primeru šlo za razlikovanje med sevi, so bila uporabljena 
standardizirana gojišča in postopki priprave vzorca. Uporabljeno je bilo tudi drugačno 
procesiranje ujemanja spektrov s programsko opremo. Če se v primeru standardne analize 
primerjamo vrhove omejenega števila z visoko intenziteto, ki predstavljajo ribosomske 
proteine, je v primeru diferenciacije med sevi iste vrste večji poudarek na razlikah v vrhovih 
z manjšo intenziteto. Z analizo so uspešno določili 90 % spektrov od 204 pridobljenih, ki so 
pripadali 17 različnim sevom bakterije L. brevis. Med 19 napačno identificiranimi spektri 
jih je 12 pripadalo vsem paralelkam seva TMW 1.1205, ki se je vsakič nepravilno ujemal z 
sevom TMW 1.100. Med njima je prišlo do ujemanja (> 95 %) tako z primerjavo spektrov z 
analizo MALDI-TOF MS kot s kontrolno analizo RAPD-PCR, kar nakazuje, da sta si seva 
zelo podobna. Podoben razlog je bil tudi za neujemanje drugih spektrov, nikoli pa ni prišlo 
do ujemanja spektrov dveh sevov z različnim potencialom kvara. Tudi pri analizi grupiranja 
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spektrov so se sevi s podobnim potencialom kvara združili v isto skupino. Sevi v isti skupini 
so tudi kazali podobno rast v pivu, odpornost proti hmeljnim kislinam in isti izvor, kar tudi 
razloži podobnost, saj so enako prilagojeni na izvorno okolje (na primer pivo). Kljub temu 
pa na spektru ni bilo vidnih specifičnih in ponovljivih biomarkerjev, preko katerih bi bilo 
sevu možno določiti potencial kvara piva. Rasti v pivu in kvara ni bilo mogoče določiti le 
preko enega biomarkerja. Ne glede na to pa metoda omogoča grupiranje sevov v skupine 
glede na podobnosti spektrov. 
 
Turvey in sod. (2016) so preverjali metodo MALDI-TOF MS s programsko opremo Biotyper 
za identifikacijo mikrobioloških povzročiteljev kvara piva. Ustvarili so referenčne masne 
spektre povzročiteljev kvara (L. lindneri, L.brevis in P. damnosus, ki so krivi za 75 % 
primerov kvara piva (Back, 1994)), kvasnih starter kultur (kvasovk zgornjega in spodnjega 
vrenja) in divjih kvasovk (Dekkera bruxellensis in njene anamorfne oblike Brettanomyces 
bruxellensis) in jih vnesli v že obstoječo Biotyper podatkovno bazo. Kulture so nato 
inokulirali v pivo in jih znova identificirali z MALDI-TOF MS glede na ujemanje z 
referenčnimi spektri. Metodo pa so uporabili tudi za identifikacijo neznanih 
mikroorganizmov iz različnih faz proizvodnje. V primeru pridobitve referenčnih spektrov je 
bila prva stopnja analize namnožitev mikroorganizmov na trdnih in tekočih gojiščih, nato pa 
je sledila ekstrakcija proteinov z mravljično kislino in acetonitrilom. Nato so vzorce 
centrifugirali in supernatant z ekstrahiranimi proteini prenesli na tarčno ploščo, prekrili z 
raztopino matriksa in analizirali z masno spektrometrijo. Dobljene spektre so primerjali z 
referenčnimi v podatkovni bazi. Pri inokuliranih kulturah z referenčnimi spektri so 100-% 
uspešno identificirali vse mikroorganizme z izjemo kvasovk spodnjega vrenja, pri katerih je 
bila identifikacija pravilna le v 68 % primerov. Identifikacija je bila uspešna za starterske 
kulture kvasovk, 9 bakterijskih vrst kontaminantov in 8 vrst divjih kvasovk. Neuspešna je 
bila za Acidomonas methanolica in Enterobacter sp. Bisph2, ki sta bili identificirani z LC-
MS/MS. Identifikacija ni bila možna, saj v podatkovni bazi ni bilo ustreznih spektrov, s 
katerimi bi se rezultati analize ujemali (Turvey in sod., 2016).  
 
3   SKLEPI 
 
Glede na pregledano literaturo zaključujem, da je metoda MALDI-TOF MS uporabna 
metoda za hitro identifikacijo mikrobioloških povzročiteljev kvarjenja piva. Ob tem pa velja 
poudariti, da je točnost identifikacije s to metodo pogojena z obsežnostjo podatkovne baze 
spektrov. Z opcijo vnašanja t. i. »in house« spektrov, dobljenih pri analizah, in tako 
razširjanja že obstoječe podatkovne baze z različnimi vrstami in sevi, ki so pomembne za 
pivovarstvo, je možno vzpostaviti učinkovito identifikacijsko tehniko za rutinsko 
mikrobiološko analizo piva. 
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4 POVZETEK 
Pivo je kljub neustreznim pogojem za rast mikroorganizmov pogosto gojišče za nekatere 
mikrobiološke povzročitelje kvara, kar negativno vpliva na senzorične lastnosti piva. Pri tem 
so prisotne grampozitivne bakterije, gramnegativne bakterije in divje kvasovke, prevladujejo 
pa grampozitivne mlečnokislinske bakterije. Eden glavnih razlogov za rast v pivu je 
rezistenca na hmeljne spojine. Ta je večfaktorska in temelji na izločanju hmeljnih spojih iz 
celice z MDR-črpalkami, izločanju protonov z H+-ATP-azami ali na preprečitvi vstopa 
hmeljnih spojin s prisotnostjo lipoteihoične kisline v celični steni.  
 
V proizvodnji piva je za ustrezno ukrepanje v primeru kontaminacije z mikroorganizmi 
potrebna hitra in zanesljiva metoda detekcije in identifikacije povzročiteljev kvara. Na voljo 
so tako klasične metode z inkubacijo na gojiščih kot novejše molekularne metode, te pa so 
ali počasne in nezanesljive ali drage in zapletene.  
 
Ena od možnih tehnik za hitro in zanesljivo identifikacijo je metoda MALDI-TOF MS. 
Deluje na principu ionizacije in desorpcije proteinov mikroorganizma preko matriksa, ločbe 
teh glede na maso in izoblikovanja specifičnega proteinskega masnega spektra. Tega se nato 
primerja z masnimi spektri drugih vrst v podatkovni bazi in glede na ujemanje določi 
ustrezen rod ali vrsto preiskovanega mikroorganizma. Pri tem se kot biomarkerji uporabljajo 
ribosomalni proteini, ki sestavljajo večji del suhe mase celice in na spektru predstavljajo 
vrhove v visoko intenziteto. 
 
Metoda je zaradi hitrosti, natančnosti in avtomatizacije uporabna tako v klinični kot v 
živilski mikrobiologiji. Od tega ima velik potencial tudi v pivovarstvu, saj predstavlja 
učinkovito orodje za redno izvajanje mikrobiološke kontrole kakovosti. Z možnostjo 
dodajanja masnih spektrov, ki pripadajo mikroorganizmom, pojavljajočim se v pivovarstvu, 
pa se točnost identifikacije poveča, s čimer je metoda dobra alternativa časovno potratnim 
klasičnim metodam ali pa dragim in zapletenim molekularnim metodam.  
 
Zaradi vseh prednosti in številnih študij, ki opisujejo uspešno uporabo metode MALDI-TOF 
MS v mikrobiološki preiskavi vzorcev iz pivovarn, je možno potrditi tudi začetno hipotezo 
(metoda MALDI-TOF MS je uporabna za hitro identifikacijo mikrobioloških povzročiteljev 
kvarjenja piva).  
 
Trenutno metoda predstavlja učinkovito alternativo uveljavljenim metodam, z nadaljnjim 
razvojem programske opreme in večanjem podatkovnih baz z novimi vnosi masnih spektrov 
pa bo mikrobiološka analiza z MALDI-TOF MS še točnejša in učinkovitejša, ne le za namen 
pivovarstva, temveč tudi drugih vzorcev živil in okolja proizvodnje hrane in pijač. 
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